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摘  要 
细胞凋亡是主动性的细胞死亡过程，半胱氨酸蛋白酶 caspase 在细胞凋亡中
发挥着主要作用，因此细胞凋亡也被称为 caspase 依赖的细胞死亡过程。与细胞
凋亡不同，长期以来细胞坏死都被认为是极端理化因素刺激的结果，是不受调控
的被动性细胞死亡过程。然而近些年的研究表明，细胞坏死也是受调控的，在包
括机体发育、组织损伤应答和抗病毒免疫的多种生理和病理中发挥着重要作用。
RIP3 是细胞坏死应答的决定因子，当然还有一些重要的蛋白也参与其中，例如
RIP1 和 MLKL。 
细胞凋亡和细胞坏死作为细胞程序性死亡的两种主要途径，其间具有十分紧
密的联系。一方面，细胞坏死可以作为细胞凋亡被抑制时细胞死亡的替补途径。
另一方面，细胞凋亡可以抑制细胞坏死途径的发生。例如，caspase-8 可以通过切
割作用使 RIP1 和 RIP3 失活，进而阻断了细胞坏死信号通路。然而，MLKL 作
为 RIP3 的磷酸化底物，在坏死信号通路的执行中发挥着重要作用。因此，我们
猜想，MLKL 是否也会像 RIP1 和 RIP3 一样，在细胞凋亡的过程中被 caspase 切
割。 
通过研究我们发现，MLKL 在细胞凋亡过程中确实能被切割，但执行切割作
用的蛋白酶不是 caspase-8，而是执行 caspase-3。MLKL 被切割后形成两个蛋白
片段 MLKL-1-140 和 MLKL-141-471。其中，MLKL-1-140 由于半衰期较短，在
生成后迅速降解，而 MLKL-141-471 通过与内源的 MLKL 竞争性地结合 RIP3 进
而抑制了 MLKL 的致死活性。 
本论文的发现丰富了我们对细胞凋亡和细胞坏死之间联系的认识，让我们更
深入地了解了 MLKL 蛋白不同区段在细胞坏死过程中的功能，同时也为临床上
寻找新的治疗因细胞坏死失调而引起的疾病的药物提供新的思路。 
 
关键词：细胞凋亡；Caspase-3；MLKL
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Abstract 
Apoptosis is widely appreciated as a major mechanism of regulated death, in 
which a class of proteases called caspases play central roles. And owing to this, 
apoptosis has been viewed as synonymous with caspase-dependent cell death. Contrast 
to apoptosis, necrosis has long been received as an unregulated and passive cell death 
which occurs in conditions of severe physical or chemical insults. However, recent 
findings reveals that necrosis can also occur in a regulated manner and is essential for 
many physiological and pathological processes, including the development of 
organisms, the response to tissue injury and anti-virus immunity. RIP3 is the 
determining factor of necrosis response, yet other proteins such as RIP1 and MLKL 
also involve in this progress.  
Apoptosis and necrosis, the two major modes of cell death, have an intricate 
interplay. At one hand, necrosis can served as an alternative death pathway when 
apoptosis is blocked. At the other hand, apoptosis can terminate the necrosis pathway 
by some mechanisms. For example, caspase-8 is able to cleave RIP1 and RIP3, 
effectively terminating necrosis. However, MLKL, the substrate of kinase RIP3, has 
emerged as a critical executor of programmed necrosis. So we guess that whether 
MLKL is also cleaved by caspase in the progress of apoptosis as RIP1 and RIP3. 
To test its possibility, we performed a serious of experiments and found that 
MLKL was indeed cleaved in the process of apoptosis. However, the protease 
responsible for cleavage of MLKL is not caspase-8 but caspase-3. Two fragments, i.e. 
MLKL-1-140 and MLKL-141-471, were produced after cleavage. Because of the short 
half-life, MLKL-1-140 degrade soon after the production, while the another fragment 
MLKL-141-471 can inhibit the necrosis-inducing activity of endogenous MLKL by 
means of competitive binding to RIP3. 
This study will enrich our comprehension of relationship between apoptosis and 
necrosis, make much progress in the understanding of functions of MLKL in necrosis 
and provide new insights into the finding of medicines targeting at cell death-associated 
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diseases.  
 
Key words: Apoptosis; Caspase-3; MLKL 
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1. 前 言 
1.1 细胞凋亡 
1.1.1 细胞凋亡简述 
自从十九世纪中叶以来，许多研究和发现都表明细胞死亡在多细胞生物的多
项生理过程，如胚胎形成和变态发育过程中，发挥着重要作用。程序性细胞死亡
（programmed cell death，PCD）最先于1964年提出，用来揭示发育过程中的细胞
死亡并不是意外作用的结果，而是有机体本身通过一系列受调控的步骤来达到局
部自我毁灭的过程[1]。随后，细胞凋亡（Apoptosis）于1972年被Kerr[2]等人提出，
用来表示那些受调控的细胞自我毁灭的生理过程。Apoptosis一词起源于希腊，意
指花瓣或树叶的脱落、凋零。其生物学意义在于强调死亡是生命体生命周期必需
的一部分。细胞凋亡是主动的细胞死亡过程，在多细胞生物的发育以及生理、病
理情况下细胞数目的调节和维持过程中发挥着关键作用。 
1.1.2 细胞凋亡的生理意义 
多细胞生物系统的发育与维持依赖于构成生物体的细胞间复杂的相互作用，
有时为了生物整体的利益甚至似乎会出现个别细胞的利他行为。在发育的过程中，
多余的细胞最终会经历程序性细胞死亡过程以形成生物体的各种器官和组织[3]。
有关动物发育过程中程序性细胞死亡作用的一个有启发性的例子就是：动物在形
成独立的足趾过程中趾间间质组织会发生大量的细胞死亡[4]。大脑和生殖器官发
育过程中同样经历着大量的程序性细胞死亡，例如大脑中最初分裂形成的神经元
有半数左右在成人大脑形成的后期阶段死亡[5]。此外，为了维持恒定的细胞数目，
成年生物体需经常发生程序性细胞死亡以与细胞增殖持平。发育过程中绝大部分
的淋巴细胞在克隆选择过程中均发生细胞凋亡，由此产生机体的免疫耐受能力和
淋巴细胞数目的恒定[6]。 
总之，细胞凋亡具有广泛的生物学重要性，在发育和分化、自稳态的维持、
免疫系统的调节、缺陷细胞的排除过程中均发挥着重要作用。因此，细胞凋亡的
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
1. 前 言 
2 
 
紊乱或失调将会导致各种疾病。细胞凋亡的不足会导致癌症、自身免疫疾病和病
毒感染的扩散；而过度的细胞凋亡又会导致神经退行性疾病、艾滋病（AIDS）和
缺血性疾病[7]。 
1.1.3 细胞凋亡的形态特征 
细胞凋亡具有明显的形态学特征：细胞皱缩变形，与临近细胞的接触减少；
细胞核内染色质固缩，沿着核膜分布；细胞表面发泡，形成很多芽状突起；细胞
片段化形成凋亡小体（apoptotic bodies）。凋亡小体会被巨噬细胞吞噬，整个过
程中细胞质膜始终保持完整，因此也不引发炎症反应。这些形态上的改变是凋亡
细胞内一系列特征性的分子和生化事件的共同作用的结果，主要是蛋白水解酶的
激活导致DNA以及一些决定细胞质和细胞器完整性和形状的特异蛋白底物被切
割[8]。细胞凋亡与细胞坏死在形态上有巨大的不同，细胞坏死发生时细胞会膨胀、
破裂，最终内容物释放到周围组织中，引发炎症反应[9]。两者的区别如图1.1所示。 
 
 
图1.1 凋亡细胞和坏死细胞在形态上的特征 
Fig.1.1 Hallmarks of the apoptotic and necrotic cell death process 
注：该图引自Gewies et al., Introduction to apoptosis, 2003. 
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1.1.4 细胞凋亡的分子机制 
1.1.4.1 外源凋亡信号通路 
外源凋亡信号通路由死亡受体的激活引发。死亡受体是位于细胞膜表面的受
体，在与特定的配体结合后发生聚合作用进而向胞内传递凋亡信号。死亡受体属
于肿瘤坏死因子受体基因超家族，包括TNFR-1，Fas/CD95，TRAIL受体DR-4和
DR-5[10]。TNFR家族的所有成员都有一富含半胱氨酸的胞外结构域，该结构域用
于特异性地识别相应的配体，导致死亡受体的三聚化和激活[11]。死亡受体在胞内
含有保守的死亡结构域（death domain，DD），用于传递死亡信号。接头蛋白如
FADD和TRADD本身也含有DD，通过与受体的DD相互作用被招募到活化的死亡
受体上。除了DD外，FADD还含有死亡效应结构域（death effector domain，DED），
通过同型DED-DED相互作用将caspase-8招募到复合体中，进而形成了所谓的死
亡诱导信号复合物（death inducing signalling complex，DISC）。DISC中caspase-
8酶原因自我切割而活化，形成有活性的caspase-8。活化的caspase-8切割并激活下
游执行caspases，进而切割一系列特异的底物蛋白导致细胞凋亡。这些能够直接
引发caspase依赖的细胞凋亡途径的细胞称为Ⅰ型细胞[12]。 
在Ⅱ型细胞中，激活的死亡受体本身并不能产生足够强烈的caspase级联信号
通路进而引发细胞凋亡。在这种情况下，信号需要通过线粒体依赖的凋亡途径进
行放大。连接caspase级联信号和线粒体的蛋白是Bcl-2家族成员Bid。Bid能被
caspase-8切割成活化的tBid（truncated Bid），tBid转移到线粒体上与Bcl-2家族蛋
白Bax和Bak共同作用，导致线粒体中细胞色素c和其它促凋亡因子释放到胞质中
[13]。细胞色素c与dATP以及Apaf-1形成凋亡复合体，进而引发起始caspase-9的激
活[14]。活化的caspase-9随后引发caspase级联信号通路，激活下游执行caspases如
caspase-3，caspase-6和caspase-7，最终导致细胞死亡[15]。 
1.1.4.2 内源凋亡信号通路 
除了放大和调节外源细胞凋亡信号通路外，线粒体在如DNA损伤、氧化应激、
饥饿以及化学药物引起的内源死亡信号的整合和传递中也发挥着重要功能[16, 17]。
大多数的凋亡诱导信号均会引起线粒体内膜跨膜电势的破坏和通透性转换
（permeability transition ，PT）。同时，大量的水分子从胞质转移到线粒体中，
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致使线粒体渗透性肿胀最终外膜崩解，一些促凋亡蛋白相继从线粒体膜间隙中释
放出来[18, 19]。这些促凋亡蛋白包括细胞色素c、凋亡诱导因子AIF（apoptosis-
inducing factor）[20]、核酸内切酶endoG[21]、Smac/Diablo[22]和Htr/Omi[23]。此外，
线粒体内膜跨膜电势的破坏和通透性转换还导致了细胞生化合成平衡的打破：
ATP合成被终止，NADH、NADPH以及还原型谷胱甘肽被氧化，活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）大量产生[24, 25]。大量的ROS直接导致了脂质、蛋白质和核
酸的氧化，进而有加剧了跨膜电势的破坏[26]。如图1.2所示。 
 
 
图1.2 细胞凋亡的内源途径与外源途径 
Fig.1.2 Extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis  
注：该图引自David et al., Caspase Functions in Cell Death and Disease, 2013. 
 
1.1.5 细胞凋亡的调节机制 
正常情况下，细胞内的凋亡信号通路是被抑制的，仅当细胞受到死亡信号刺
激时才被开启。然而，凋亡信号通路的组件在正常细胞内是存在的，因此细胞必
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然接受外界不间断的存活信号，包括生长因子、激素和营养物等。这些存活信号
增强了抗凋亡调节分子的表达或活性，监视着促凋亡因子的激活[27, 28]。事实上，
细胞中存在多种抗凋亡分子和机制，这些分子连同促凋亡分子一起共同精确调控
着细胞凋亡的发生。 
1.1.5.1 Bcl-2家族蛋白对细胞凋亡的调节 
Bcl-2是第一个被发现的抑制细胞死亡而非促进细胞增殖的癌基因。随着Bcl-
2的同源蛋白相继被鉴定出来，人们发现Bcl-2家族蛋白成员均含有保守的氨基酸
基序，称为Bcl-2同源结构域（Bcl-2 homology domains，BH），包括BH1至BH4。
在哺乳动物中，有多达30个Bcl-2家族成员被发现，其中一些蛋白具有促存活功
能，而另一些却具有促凋亡活性[29]。除了Bcl-2外，促存活蛋白还有Bcl-XL，Bcl-
w，A1和Mcl-1，它们都含有BH1，BH2，BH3和BH4结构域。Bcl-2家族中促凋亡
蛋白分为两类：（1）Bax亚家族成员，包括Bax，Bak和Bok，均含有BH1，BH2
和BH3结构域；（2）仅含有BH3的蛋白（BH3-only proteins），包括Bid，Bim，
Bik，Bad，Bmf，Hrk，Noxa，Puma，Blk，BNIP3以及Spike[30, 31]。 
Bcl-2家族蛋白对细胞凋亡过程的调控可以总结为：特定的凋亡诱导信号导
致BH3-only蛋白的激活，活化的BH3-only蛋白与线粒体外膜（也可以是核膜、内
质网膜）表面的抗凋亡蛋白相互作用，导致Bax-like促凋亡蛋白的释放。紧接着，
Bax-like促凋亡蛋白构象发生改变，插入到线粒体外膜中，引起PT和促凋亡因子
的释放[29]。 
1.1.5.2 IAPs对细胞凋亡的调节 
有研究指出，NF-κB能够诱导促存活Bcl-2家族蛋白的表达[32, 33]。然而，除了
促存活Bcl-2家族蛋白外，NF-κB还能反式激活其它一些抗凋亡蛋白的表达，例如
凋亡抑制蛋白（inhibitors of apoptosis proteins，IAPs）。 
截至目前，共有8种人类的IAP同源物被发现，其中包含NAIP，c-IAP1，c-IAP2，
XIAP和 survivin。所有的 IAPs均含有70个氨基酸组成的杆状病毒 IAP重复
（baculovirus IAP repeat，BIR）序列，该基序能与caspase相互作用，是IAPs发挥
抗凋亡活性所必需的[34]。XIAP，c-IAP1和c-IAP2能够直接抑制caspase-3，caspase-
7和caspase-9的活性[35]。XIAP通过BIR3结构域直接与caspase-9的小亚基结合，而
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通过BIR2结构域与caspase-3和caspase-7活性位点的底物结合口袋发生相互作用
[36, 37]。 
除了BIR结构域外，c-IAP1，c-IAP2和XIAP在其C端还含有高度保守的RING
结构域。RING结构域具有E3泛素连接酶活性，IAPs能够通过该结构域催化自身
的泛素化，进而导致被蛋白酶体降解[38]，但同时也能泛素化并降解其它蛋白如
caspase-3和caspase-7[39, 40]。 
c-IAPs对caspase活性的直接抑制无疑是一种重要的调节细胞凋亡的方式，因
为caspase引发的信号级联通路一旦激活就不可逆转，因而必须被精确的调节，以
阻止不恰当的细胞死亡。然而，从线粒体膜间隙中释放的Smac/Diablo能够中和
IAPs对caspase的抑制作用。Smac/Diablo能与IAPs结合并将caspase从IAPs中置换
出来，因此，Smac/Diablo作为IAPs的负调节因子而表现出促凋亡活性[41]。 
1.2 Caspase 蛋白简述 
1.2.1 Caspases 的分子特征 
Caspases是一类天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋白酶。目前共发现了14种caspase
成员，它们具有一些共同的特征：具有保守的五肽活性位点QACXG（X可以是R，
Q或D）；前体均是被称为procaspases的无活性的酶原。Procaspase在N端含有一前
体结构域，该结构域是caspase激活所必须的。所有的procaspases均可发生自我活
化并通过切割作用激活其他的caspases，产生大亚基和小亚基。两个大小亚基聚
合就形成了具有蛋白酶活性的异四聚体[42]。如图1.3所示。 
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图1.3 哺乳动物caspases结构特征示意图 
Fig.1.3 A schematic representation of structural features of mammalian caspases  
注：该图引自Chowdhury et al., Caspases — An update, 2008. 
 
根据氨基酸序列同源性的不同，可将caspases分为三个亚家族：凋亡激活者
（包括caspase-2，caspase-8，caspase-9，caspase-10）；凋亡执行者（包括caspase-
3，caspase-6，caspase-7）；炎症调节者（包括caspase-1，caspase-4，caspase-5，
caspase-11，caspase-12，caspase-13，caspase-14）[43]。除了caspase-14外，所有的
炎症调节caspases和凋亡激活caspases的酶原都含有一段较长的前体结构域[44]。
Caspase-8和caspase-10酶原的前体结构域中包含死亡效应结构域death effector 
domain (DED)，而caspase-2和caspase-9则为caspase招募结构域（caspase recruitment 
domain，CARD)。凋亡相关蛋白之间通过DED和CARD相互作用，这在酶原的激
活以及下游的caspase级联调控中发挥着重要功能。然而，凋亡执行caspases酶原
N端较短的前体结构域并不能介导蛋白质之间的相互作用。 
1.2.2 caspase 酶原的激活 
总的来说，细胞中存在两条caspase家族蛋白酶激活途径：一条是死亡信号诱
导的、死亡受体调控的信号途径；另一条是应激信号诱导的、线粒体调控的信号
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途径（即caspase-9依赖的信号途径）。 
1.2.2.1 死亡受体介导的 caspase 激活途径 
细胞死亡信号（如Fas配体和肿瘤坏死因子TNF）可以被细胞质膜上相应的死
亡受体（如Fas和TNFR1）特异性地识别。配体的结合将会激活相应的死亡受体。
Fas在激活后会结合Fas相关死亡结构域蛋白（Fas-associated death domain，FADD），
引起FADD的聚集和死亡效应结构域DED的暴露。这些DED通过与caspase-8酶原
中的DED相互作用，进而导致caspase-8的活化和死亡诱导信号复合物（death-
inducing signal complex，DISC）的形成。Caspase-8活化后引发的下游信号通路因
细胞类型的不同而存在很大的差异。在一些淋巴细胞系中，活化的caspase-8可以
直接切割下游执行caspase-3；而在另一些细胞中caspase-8只是轻微地活化，并不
能直接激活caspase-3，然而却可以切割Bid进而产生活化的tBid[45]。tBid转移到线
粒体膜上，引发线粒体的损伤，细胞色素c、凋亡诱导因子（apoptosis-inducing factor，
AIF）以及其它的一些分子相继从线粒体中释放出来，进而诱导细胞凋亡[46-48]。
Caspase-10介导的凋亡信号通路与caspase-8相类似，主要在淋巴细胞的凋亡过程
中发挥作用[49]。Caspase-10可以不依赖于caspase-8，独自引发Fas和TNF诱导的细
胞凋亡。尽管caspase-8和caspase-10都能通过DED与FADD蛋白相互作用，但它们
切割的凋亡底物不同，因而可能在死亡受体信号通路以及其它细胞进程中发挥着
完全不同的功能[49, 50]。活化的死亡受体也能通过一些转接蛋白，如受体相互作用
蛋白（receptor-interacting protein，RIP）、CARDD、TRADD，招募caspase-2酶原。
Caspase-2在被募集后活化，然而关于caspase-2的下游底物目前还知之甚少[51]。 
1.2.2.2 线粒体介导的 caspase 激活途径 
除了被招募到细胞膜上形成坏死诱导复合体而被激活外，caspase-8还能通过
细胞色素c依赖的途径被激活。当细胞色素c从线粒体释放到胞质溶胶后，caspase-
6前体结构域被切割后活化，进而激活caspase-8。这表明，在细胞色素c依赖的途
径中，caspase-8不需要与FADD相互作用以及形成DISC就能发生活化[50]。当细胞
受到应激损伤（如DNA损伤）时，细胞质中的促凋亡蛋白会被激活，进而导致线
粒体通透性转换孔（MPTPs）的开放，细胞色素c被释放出来。在胞质dATP或ATP
的作用下，凋亡蛋白酶激活因子1（apoptotic protease activation factor-1，Apaf-1）
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